骨髄移植の基礎的研究:Density Gradientによる免疫担当細胞の分離について by 原田 実根


















































が graftの組織適合抗原群を認識 して惹 き起す













髄移植では一旦 graftが生者 して も GVHR が発
現すると,hostは体重減少,下痢,皮膚炎および
造血 リンパ組織不全などを主徴とする graftversus
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host disease (GVHD)を招来してしば しば死 に
至ることが知られている11).したが って GVHR を






















latin 3g,CaCl!･H20 0.2g,NaCI0.7g を加 え
全量 100mlとしたもの)を1ml加え混和後 20-30
分 37oC恒温槽に放置後,赤血球が可及的 にま じら
ず,かつ有核細胞に富む上清を得た.必要に応 じて培





BSA 粉末 (Fraction V powder,ArmourPh･
armaceuticalCo.)には浸透圧に影響 を及ぼす程度
の塩類が含まれているので, Dicke15)の方法 に準 じ
て次のような浸透圧調整をおこなった.まず BSA粉
末を再々蒸留水に溶かし 17.5% BSA溶液を作製 し
その浸透圧を osmometer(AdvanceCo.)で測定
した.この17.5%BSA溶液の浸透圧の2倍の値 (35
% BSA 溶液の浸透圧) との和が 375mOsm となる





えて 35% stock solutionとした.ただちに fi1-
ter pad(Toyo Roshi,0.45仏 No.85)で加圧液
過 して滅菌し-20oCで保存 した.
2)NaCl-PhQSphatebufer(N-Pbufer)の作製
0.94%の食塩水 900mlに 0.2M,pH7.2の Pho･
sphatebuferおよび再々蒸留水をそれぞれ22.5ml
づっ加えたものを N-P buffer とした. ついで
オートクレーブで滅菌後浸透圧が 300mOsm となる
ように調整 した.この N-P buferで stock sol-





















は培養液で2回洗浄 し. 0.3%Trypan blueを用い
る dye exclusion testで viabilityをチェック
した後,適当な細胞濃度に調整し以下の実験に使用し










えられている PHA と,Tcell,Bcell 両方を刺激
するといわれているPWMに対する反応性を滝口ら15)
の方 法 によって検討 した.まず各分画細胞 1×106個
を自己血祭 10% と抗生物質 (PC IOOuノml,SM
IOO〟g/ml)を加えた RPMI1640培養液 (GIBCO)2
mlとともに培養試験管 に入れ, PHA-P (Difco)の
場合は2〟1, PWM (Difco)の場合は20〟1を添加 し.
それぞれ72時間および96時間 37oCにて 5% CO!
inair.100% 湿度の条件下で培養した.培養終了前
24時間に於いて1〟Ciの 3H-Thymidine(Amersham,
Spec.Act. 5Ci/mmol)を各試験 管 に 加えた.
培養終了後 0.85% の冷食塩水 を加 え て 2回 1500
rpm.10分間遠心洗浄 し.っいで2回 1800rpm にて
5% TCA (Trichloroaceticacid)で遠心洗浄 し,
さらに1回メタノールを加えて遠心 した.沈連を乾燥
させた後 .0.25mlの Hydroxide ofHyamine
10-Ⅹ (Packard Co.)を加え 56oC.60分恒温槽にて
incubate後.シンチレーション液 (Toluene ll
に POP 5g,POPOP 100mg を溶かしたもの) を
10mlづっ加えて 3H･Thymidineの取り込み即ち芽球
化 したリンパ球の DNA合成を 串% TCA 不溶性
3H-Thymidine量として液体シンチレー ションカウ
ンターで活性を測定 した.培養はいずれも duplica-




て分離 した正常健康人末梢血 リンパ球 を もちいて
















spontaneous rosette を形成するリンパ球 Ros-
etteformingcell(RFC)について.矢田ら18)の方
法に従って検討した.HBSSで3回洗浄後 ,牛胎児
血清 (FCS)中に 5×106/mlの細胞濃度 に調整 した
各分画細胞浮遊液 0.1mlと FCSに 1×108/mlと
なるようにした羊赤血球浮遊液 0.1mlとを小試験管
にとり, 混和液 37oC にて15分間 incubate 後,
















stimulating factor (CSF) を産生する feeder
layerを作製 した.健康正常人よりヘパ リン加血液約
10mlを試験管にとり室温で1-2時間放置後,毛緬管
ピペットで leukocyte rich plasma を得た.





完全に溶解 した 5%寒天 (Bacto･Agar,Difco)杏
9:1(最終濃度0.5%)で加え 40oCになるまで冷 し
た後,先に得た Ieukocyterich plasmaを 1×
106/mlの濃度になるように加えよく混和 した.混和
後ただちにこの細胞浮遊液を1mlづっ 35mm Petri･
dish (Falct)n ♯1008)に分注 し室温にてゲル化 さ
せたものを feederlayerとした.feederlayerは






ように加 え,これ を上記 feeder layerの上に
crverlayerとして 1mlづっ重層 しゲル化するまで室
温に放置した.以上の操作はすべて無菌下 に行なっ























3D に示すごとく小 リンパ球が集中して分布 し.頬粒






20% 前後分布 し,巨核球はA,B分画,形質細胞 はC.
D分画,単球は特に一定の傾向を示さなかった.






1以上の値を示 した.またC分画も Ⅰ.S.が1.1以上 の
値を示す場合があったが.A,B分画は常に1.0以下で
あって PHA は cytot占立icに働 いた. Table2
に代表的な場合を示したが.PHA非添加でB,C分画
細胞が高い background値を示 したのは, この分
画に DNA合成を行なっている細胞が多 いためと思





phocytedefined determinants)の最 も信頼で き
る検査法であるといわれている MLC によって骨髄



















A B ′C D P
eletErythroblastProetybl.Macro.吉as. 1.8±0.1.8±0.24 0.3土0.28 0.1土0.21 0.3土0.24(+)14 8.5±6.
012.1土1.60Macro.Poly.OrthNom .Bas 5.1±2.ll34 097 2.0±0.5108 24 0.
8±0.470.7土 8Nomo.Poly.OrthMitosisGranulocytesyebl. 23.3土3.740 ±0288 27.5±1.1003 0,24二o 57 233 6 61 20 14
.9±6.68(+)14土139Neutr.Prom, 29.1士4.
03 365 3ll 7°3±3.52eutrMyel 123 1,74 ll
3±3.14 27.7±17.92ll.7±5.24Neutr.Met. 7.0±0.48 6.
14 ll.0±3.69 21.8±4.29 12,6±5∴47Neutr.St. 0.8±0.43
0.6±0.57 8.2±4.39 18.4土3.84 27.6±5.93Neutr.Seg. 0.
7±0.26 0.4土0.26 2.8土2.47 4.3±2.47 17.7±3.83Eosin. (+)1.5 31 3± ,41 1 05±038 18 124 46 16012土 51Basphil (+)
.4±1.71MonocytesLymphocytesLarge 2.8±1.
91 1.9±0.601.8±0.24 2.0±0.79 2.8±1.0 2 208 1.7±1.62Smal
0.9±0.31(+) 0.8±0.77(+) 10.3±3.79 21.2±4.86 5.
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30 41926 0.23D 3035 37511 1
24P 8238 11858 1.4* LS.:Index･ofStimulation - cpm inculturewithPWMc
pm inculturewithoutPWMTable4 0ne way mixed culture o




geneic Ⅰ.S一AB 4798 5070 1.
1C 5596 4921 0
.9D 1094 2733 25
P 〔124〕 〔824〕 〔6.6〕*Indexofstimulation- cpmincultureofalogeneiccombinationcpm incultureofsyng
eneiccombinationに示されるようにや.D
分画は Ⅰ.S.2.5と高値 を示 し常に1.5以上の値
であった.したがってD分画は al1-oantige







分画が PHA および allo
antigenに高い反応性を示していることは明らかである.4
.羊赤血球ロゼット形成性細胞羊赤血球と spontaneo
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に Ficoll,アラビアゴム. Glycogen などがよ く




重層に 90-96% のリンパ球,高比重層に 93-95% の
頬粒球を含むという分離成績が報告された23),さらに
技術的改良が重ねられ, Shortman24)は全血でなく,







である. 1)pH ;stock solutionの pH は5.3
が最も細胞分離が良好で7.2になると densityequト
librium が底部に移り,細胞が高比重域 に集中す
る.またこの pH ではとくに明らかな細胞障 害性 は




























り純粋な分画が得られる.BSA 溶液 は 35% 溶液





















同種骨髄移植において生 じる GVHR は donor-
recipient間の組織適合性の差によって重症度29)が,

















phoid cell あるいは transitionalcellに区別
され.後者は小 リンパ球の precursorcellと考え
られている37).4)小 リンパ球 は lifespanの長短
により short･livedのものと lorlg･livedの もの
に分けられるが,骨髄小 リンパ球は大部分が shorト
･livedで, long-1ivedのものはごく少ないといわ








vitroで PHA反応性を示 しMLCにおいて活性 を
示すこと41)42),さらに GVHRを起 しうること43)44)吃









が み られ ることを報告するとともに, ヒ トおよび









におい て活 性 を示す細胞集団はほとんど小 リンパ
球からなり,CFC･Sや CFC-Cとは異なる sedime･
nting rateを示す成績12)も得 られている. さらに
Burlesonら44)は BSAIDDGCによってマウス骨髄







の T cell機能を検討 した結果.小 リンパ球に富む
高比重域分画は invitroで PHA に反応し.MLC







てさらに分化成熟 して T cellとしての機能を獲得










えれば prethymicTcellか postthymicT cell
か19)という問題であるが,Komuroら50)は骨髄 リン
パ球に胸腺より抽出したホルモン様物質 (Thymosin)
を作 用 させ ると.β抗原陽性細胞が出現するという
注目すべき報告を している.一方 Claman引)は
nudemouseの骨髄 リンパ球が PHAおよび ConA
















ConAのような非特異的 mitogen や MLC にお
ける aloantigenなどの特異的抗原刺激に対する反













て DNA合成を行なうリンパ球 の 3HIThymidine
取り込みの増加としては認められなかったものと考え
られる.末梢血 リンパ球を alloantigenとする one
way MLC において も Fig.4 Table4,にみ
られるように PHA と同様の傾向がみられたが Ⅰ.S.
の値を比較するとD分画の T cell機能はより明 ら
かである.PWM に対しては Table3,Fig.4に示
されるようにどの分画も反応しうると考えられる.こ




定できない.ヒトでは GVH assay を行なうこと
は不可能であるが, T cellが非自己である抗原 を
認識し増殖するという免疫応答の初期段階の出来事
は,GVHRにおいても当然発現 していることであり,








































トでは CFC-Sに相 当 す る multipotential stem
cellの存在はまだ確認されていないが. ヒ ト骨髄細
胞の invitrocultureで頼粒球系コロニーを発育
させる方法19)59)が開発されている. この CFC･C は
multipotentialstem cellが頼粒球系へ分化する方




HRを起す分画 とは異 なる sedimenting rateを
示す大型細胞によって占められるという.既に述べた




布するという成績を得ている.一方 ヒトの CFC-C に
ついては velosity sedimentation で調べ られて
おり42).やはり T cell機能を示す分画とは明 らか
に異なる sedimentingrateを認めたという.BSA




いコロニー数が得られた. Worton ら6日は BSA･
DDGC と velositysedimentation によって CFC-
Sと CFC･C との関係を検討し,CFC･Sと CFC-C
はかなり overlap する部分はあるものの,その
ピークはそれぞれ異なるという成績を得ており.Has･












る.Bekkum ら63)はまず CFC.Srichfraction を
refractionation してかなり純粋な CFC･S fraction






ど CFC-Cより成る分画の細胞は invitroで PHA
に反応 せず形態的には上記のマウス幹細胞の候補
者によく似ているという. この candidatestem
cellについては異論 もあ り65) リンパ球 の cell
kineticsの研究から long-1ivedの骨髄小 リンパ球










































率は全体として 45%,生存率は 25% と余 り良 い成
績とはいえない.移植前に必要な免疫学的処置を施し
ても移植骨髄細胞が一旦生者 した後に GVHRが生 じ
れば,移植はほとんど成立せず目的は遠成されないこ
とになる.GVHR の予防には HVGR におけると同
様組織適合性を考慮することが重要なことはいうまで
もないが, HL-A identicalな場合でも 50% 程度






制剤としては cyclophosphamide や methotrex-
ateがもっぱら使用されているが.投与期間や投与法
を工夫することによって移植成功例が最近報告される









て幾多の研究が発表されており,少 くとも LD (ly･
mphocytedeaned),IR(immunerespomsive),お




細胞分画法を利用 して GVHR を惹き起す免疫適格
細胞を除去する試みも既 に臨床的にな されている.
deKoning ら76)は lymphopenic immunological
deficiencyの小児に BSA-DDGC法によって,Abu･





ined immunode凸ciency diseaseの患者に BSA-
DDGC法によって得られた濃縮幹細胞浮遊液を移植
した結果. HLA identicalの場合には少量の骨髄
































ヒト同様骨髄移植において生 じる GVHR を防止な
いし軽減する方法を兄い出すことを目的として,ヒト
Table5 Summary ofsome biologicalpropertiesoffractionated
human bonemarrow cells
Fraction Lymphocytdistribution PHAresponse PWMresponse MLC RFC
CFC-CABC + + + +
















かもPHAに反応し alloantigenを認識 し, さら
に羊赤血球とロゼットを形成する,即ち T cell機

















































15)滝口智夫 ･久田友一郎 ･岸田 繋 :免疫実験操
作法 (日本免疫学会編),315貢,金沢 1971.








































































































































































ln anattempt to prevent orminimizegraftversushostreaction (GVHR)oc-
curring afterallogeneic human bone marrow transplantation,physicalseparation
ofimmunocompetentcellsfrom humanhematopoieticbonemarrow cellswasevaluated
by using BSA discontinuousdensity gradient centrifugation (BSA-DDGC). Four
fractionsseparated bythisdensitygradientwerestudied morphologically and fu-
nctionally.
Low densefractionsmostly containing immature cells, Were enriched with
hematopoietic activity measured by colony forming cellsin culture(CFC-C),and
possessed only littleimmunocompetence.On theotherhand,however,high dense
fractionscontained,togetherwith maturemarrow cels,agood number(approxi･
mately25%)ofsmalllymphocyteswhich apparently showedT-cellfunction mea-
suredbyinvitroresponsetoPHAandalloantigeninMLC,andspontaneousrosette
formation with sheep erythrocytes,although hematopoieticactivity wasvery low.
Theresultsobtained hereshowed thepossibility of elimination of T cell
function from humanbonemarrow cells,and also suggestthatbonemarrow T
cellsexistin human bonemarrow asdescribed in mice by others.CFC-C rich
fractions,which arelow-density fractionsby BSA･DDGC,Could beused asbone





B representGiemsa･stained smearsofbonemarrow cells
tionA andBrespectively.CandD dothoseoffraction
D respectively.(× 1000)
311Figure8;Morphology ofcolonyformingcellinculture.A
re-presentsneutrophilcolony,andBmacrophagecolony.(× 2
